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MDS-L je bunécna linie odvozena od myelodysplastického syndromu (MDS) u lidi, pdvodné vytvorena z bunééné
linie MDS92, ktera byla odvozena z kostni diené pacienta s MDS vykazujicim chromozomalni abnormalitu
del(5q). Zatimco MDS92 obsahovala heterogenni smés myeloidnich bunék v rGznych stadiich diferenciace, MDS-
L predstavuje blastickou sublinii s jednotnéjSimi rysy charakteristickymi pro nezralé myeloidni progenitorové
buriky. MDS-L si zachovava zavislost na interleukinu-3 (IL-3) pro proliferaci in vitro, coZ odrazi citlivost na
cytokiny pozorovanou u primarnich progenitorovych bunék MDS. Linka obsahuje vice genetickych zmén, véetné
homozygotnich mutaci TP53 a dalSich ziskanych mutaci v NRAS a CEBPA. Tyto zmény spole¢né odrazeji klonalni
evoluci a potencial leukemické transformace typicky pro vysoce rizikovy MDS.

MDS-L se Siroce pouziva jako model pro zkoumani molekularnich mechanism, které jsou zakladem patogeneze
MDS, blokovani diferenciace a terapeutické rezistence. Jednim z vyznamnych zjisténi pf¥i pouziti MDS-L bylo
prokazani, Ze nucena exprese receptoru granulocytového koloniestimulujiciho faktoru (G-CSFR) prostrednictvim
retrovirové transdukce umoznila granulocytovou diferenciaci po stimulaci G-CSF. To bylo prokazano
morfologickymi zménami, zvySenou expresi CD11b a zvySenou redukéni aktivitou nitroblue tetrazolia (NBT), coz
svédci o terminalnim zrani granulocytd. Tyto vysledky odhalily vnitini schopnost MDS-L diferencovat se, pokud
jsou obnoveny prislusné signalni komponenty, a poskytly tak poznatky o potencialnich pfistupech genové
terapie zamérenych na defekty diferenciace u MDS.

Kromé genetickych a funkénich studii byl MDS-L napomocny pfi charakterizaci role modifikaci histon( v progresi
onemocnéni. Zejména mutace histonu H3-K27M, ktera je bézné spojovana s détskymi gliomy, ale vzacné se
vyskytuje u hematologickych malignit, byla identifikovana v MDS-L a bylo zji$téno, Ze inhibuje metylaci histonl
zprostredkovanou EZH2. Tato epigeneticka zména vedla k rozsahlému sniZeni metylace H3-K27 a byla spojena
se zménou exprese tumor supresorovych gend, jako je p16. Podlinie MDS-L s touto mutaci nebo bez ni - ziskané
prostrednictvim diferencovanych kultivacnich podminek IL-3 - umoznily dalsi zkoumani epigenetické
heterogenity v ramci MDS a jejich implikaci pro rlst zavisly na IL-3 a terapeutickou odpovéd. Tyto jedine¢né
vlastnosti ¢ini z MDS-L vykonny in vitro a in vivo model pro studium molekularni evoluce a terapeutického
zacileni MDS a jeho transformace na akutni myeloidni leukémii.

Clovék

Kostni dren

Myelodysplasticky syndrom

MDSL

52 let
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Growth Zavé3eni
properties
Regulaéni udaje
Citation MDS-L (katalogové &islo Cytion 305826)
Biosafety level 1
NCBI_TaxID 9606

CellosaurusAccession CVCL_A8QV
Biomolekularni data

Mutational Mutace: CEBPA, jednoducha, p.Gln311Ter (c.931C>T), heterozygotni, H3C3, jednoducha, p.Lys28Met (c.83A>T),
profile heterozygotni, NRAS, jednoducha, p.Gly12Ala (c.35G>C), heterozygotni, TP53, jednoducha, c.672+1G>A,
homozygotni, pozndmka = mutace donorového splice

» ’
Zpracovani
Culture RPMI 1640, w: 2,0 mM stabilni glutamin, w: 2,0 g/l NaHCO3 (¢islo vyrobku Cytion 820700a)
Medium
Supplements Dopliite médium 10 % FBS a 20 ng/ml lidského rekombinantniho IL-3.
Dissociation Zadny
Reagent
Freeze Jako kryokonzervaéni médium pouzivame kompletni rlistové médium (v€etné FBS) + 10 % DMSO pro zajisténi
medium dostatecné Zivotaschopnosti po rozmrazeni nebo CM-1 (katalogové ¢islo 800100 spolecnosti Cytion), které
obsahuje optimalizované osmoprotektanty a metabolické stabilizatory pro zlep3eni regenerace a snizeni stresu
zpUsobeného kryo.
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Thawing and
Culturing Cells

Incubation
Atmosphere

Shipping

Conditions

Storage
Conditions

1. Ovérte si, Ze lahvicka zUstane pfi dodani hluboce zmraZena, protoZe buriky se prepravuji na suchém
ledu, aby se béhem prepravy udrzely optimalni teploty.

2. Po obdrzeni kryovialku bud okamZité uloZte pri teploté nizsi nez -150 °C, abyste zajistili zachovani
bunécéné integrity, nebo prejdéte ke kroku 3, pokud je nutna okam?zita kultivace.

3. Pro okamfZitou kultivaci rychle rozmrazte lahvicku ponofenim do vodni lazné o teploté 37 °C s Cistou
vodou a antimikrobialnim prostfedkem a jemné ji michejte po dobu 40-60 sekund, dokud nezistane
maly ledovy chuchvalec.

4. VSechny dalsi kroky provadéjte za sterilnich podminek v pritokové digestofi a pred otevienim
kryovialku dezinfikujte 70% ethanolem.

5. Opatrné otevrete dezinfikovanou lahvicku a preneste bunécnou suspenzi do 15 ml centrifugacni
zkumavky obsahujici 8 ml kultivacniho média o pokojové teploté a jemné promichejte.

6. Smés odstredujte pri 300 x g po dobu 3 minut, aby se buriky oddélily, a supernatant obsahujici zbytky
mraziciho média opatrné zlikvidujte.

7. Pelety bunék jemné resuspendujte v 10 ml cerstvého kultivaéniho média. U adherentnich bunék
rozdélte suspenzi mezi dvé kultivaéni bariky T25; u suspenznich kultur preneste veskeré médium do
jedné bariky T25, abyste podpofili G¢innou interakci a rdst bunék.

8. Dodrzujte zavedené subkultivacni protokoly pro kontinualni rist a udrzovani bunécné linie, ¢imz
zajistite spolehlivé vysledky experimenta.

o £o " ,
37°C,5 /°C02’ zvlhcena atmosféra.

Kryokonzervované bunécné linie se pfepravuji na suchém ledu v ovérenych, izolovanych obalech s dostate¢nym
mnoZstvim chladiva, aby se po celou dobu prepravy udrZovala teplota pfiblizné -78 °C. Po obdrZeni ihned
zkontrolujte obal a neprodlené preneste lahvicky do vhodného skladu.

Pro dlouhodobé uchovani umistéte lahvi¢ky do kapalného dusiku v plynné fazi pfi teploté priblizné -150 az -196
°C. Skladovani pfi -80 °C je pfijatelné pouze jako kratky prechodny krok pfed pfemisténim do kapalného dusiku.

Kontrola kvality / Geneticky profil / HLA
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Sterility
Kontaminace mykoplazmaty je vylou¢ena jak pomoci testd zaloZenych na PCR, tak pomoci luminiscencnich

metod detekce mykoplazmy.

Aby se zajistilo, Ze nedojde ke kontaminaci bakteriemi, plisnémi nebo kvasinkami, jsou buné¢né kultury denné

podrobovany vizualnim kontrolam.
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